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(57) Abstract 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft cinen Tumorimpfstoff, bei dcm die Immunogenilflt von Tumoizcllen, tunwrassoziierten Antigencn oder 
antigcnen Teilstrukturen duich gentcchnische Modifizicrung oder durch chcmische Bindung an cin exogcncs Hitzeschockprotein verstflrkt 
wird. Bevorzugt eingesetzt werden mikrobiclle Hitzeschockprotcine bzw. dercn Gene, die aus Mycobaklericn, Escherichia coli oder aus 
Chiamydia trachomatis erhalten werden. 
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Tumorimpfstoff fte die Iianuntherapie von malignen Tumoren 

5 Die Erfindung betrifft die Herstellung eines Impfstoffes 
aus gentechnisch modif izierten Tumor zellen beziehungswei- 
se aus biochemisch isolierten tumorassoziierten Antigenen 
Oder synthetisch herges tell ten antigenen Teilstrukturen 
far die Immuntherapie von inalignen Tuxnoren. Anwendungsge- 
10 biete der Erfindung sind die Medizin und die pharmazeuti- 
sche Industrie* 

Die grundlegende Therapie solider maligner Tumoren ist 
die chirurgische oder strahlentherapeutische Entfernung 

15 des Primer tumors • Bei systemischen Formen der Krebser- 
krankung oder chirurgisch nicht erreichbaren Tumormeta- 
stasen fOhrt man eine Chemotherapie durch oder versucht 
eine biologische Therapie. Theoretisch gesehen ist die 
Erzeugung einer gegen Krebszellen gerichteten Immunant- 

20 wort, die zur Zerstorung der Krebszellen fiihrt, das ge- 
sunde Gewebe aber nicht behelligt, die optimale Methode, 
urn Tumormetastasen zu bekfimpfen. DaB es prinzipiell mog- 
lich ist, eine gegen Krebszellen gerichtete Immunantwort 
zu erzeugen, wird durch Ergebnisse von Impf versuchen mit 

25 tierexperimentellen Tumoren sowie auch mit einigen Tumo- 
ren des Henschen belegt. 

Es sind jedoch noch Hemmnisse zu Oberwinden, ehe diese 
Form der aktiven spezifischen Immunisierung zur Therapie 

30 von Krebserkrankungen eine breitere klinische Anwendung 
finden kann. Eines der grdBten Hemmnisse ist die geringe 
Immunogenitat spontan entstandener Tumoren. Unstrittig 
ist, daB die meisten Tumoren, auch diejenigen des Hen- 
schen, tumorassoziierte Antigene besitzen, durch die sie 

35 sich vom gesunden Gewebe ixnterscheiden . Da Tumoren jedoch 
korpereigenes Gewebe darstellen, registriert das Immunsy- 
stem lediglich die Existenz tumorassoziierter Antigene 
auf den malignen Zellen, ist aber von sich aus nicht in 
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der Lage, eine wirksame Abwehrreaktion gegen die nativen 
Tumorzellen zustandezubringen. 

Uin eine wirksame immunologische Abwehrreaktion gegen ma- 
5 ligne Tumoren hervor zuruf en , ist es unerlaBlich, die Im* 
munogenitSt derjenigen Tumorzellen Oder tumorassoziierten 
Antigene mit denen man eine Impfung vornehmen will, 
kunstlich zu verstSrken. Bei Tumorzellimpf stof f en kann 
dieses dadurch geschehen, da5 man die Tumorzellen che- 

10 misch, enzymatisch oder durch Hinzufugen apathogener vi- 
ren bzw. abgeschwachter Tuberkelbakterien (BCG) SuBerlich 
modifiziert Oder gentechnisch durch Ubertragung z.B. ei- 
nes Zytokingens verandert (Specific Immunotherapy of Can- 
cer with Vaccines, eds. Bystryn et al., Ann NY Acad Sci 

15 690 (1993); Pardoll, Curr Opin Immunol 4, 619-623 

(1992) ). SubzellulSre, losliche tumorassoziierte Antige- 
ne, z.B. Proteine oder Peptide mit entsprechenden im- 
mundominanten Epitopen aus Melanomzellen (van der Bruggen 
et al., Science 254, 1643-1647 (1991), Adenokarzinomen 

20 (Taylor-Papadimitriou et al., Ann NY Acad Sci 690, 69-79 

(1993) ) Oder anderen Tumoren (Slingluff et al., Curr Opin 
Immunol 6, 733-740 (1994)) miissen an ein immunogenes Tra- 
germolekQl gebunden werden, urn ihre schwache Immunogeni- 
tat zu verstarken bzw. sie iiberhaupt immunogen zu machen. 

25 Peptide ohne TrfigermolekUl wirken in der Kegel lediglich 
als Hapten, d.h. sie reagieren zwar mit einem entspre- 
chenden peptidspezif ischen Antik6rper, k6nnen aber selbst 
keine Immunantwort hervorrufen. Als TrSgermolekQl werden 
bestimmte Serumproteine oder bakterielle Toxoide verwen- 

30 det. Vor der Impfung wird dem Konjugat aus Peptid und 
TrfigermolekQl iiblicherweise ein Adjuvans zugefugt, wo- 
durch die Immunantwort nochmals verstarkt wird. 

Prinzipiell wird die Immunantwort erkennbar an Hand der 
35 Bildung antigenspezif ischer Antik^rper und/oder T- 
Lymphozyten. Wie Ergebnisse von tierexperimentellen Un- 
tersuchungen und in-vitro-Tests mit humanen Tumorzellen 
zeigen, kommt es bei der Erzeugung einer therapeutisch 
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wirksamen Iminunantwort gegen Krebszellen in erster Linie 
auf eine durch T-Lyiaphozyten vermittelte ImmunitSt an und 
weniger auf die Bildung von Antikorpern (Hellstrom and 
Hellstrom, Ann NY Acad Sci 690, 24-33 (1993)). Allerdings 
5 existieren bisher keine klaren Vorstellungen daruber, wie 
man bei einer Impfung von Tumor pa ti en ten rait tumorassozi- 
ierten Antigenen Oder kurzkettigen Peptiden verfahren 
muB, urn vor allem die Bildung tumorantigenspezif ischer T- 
Lymphozyten hervorzuruf en (Time of Truth for Cancer Vac- 
10 cines, J Natl Cancer Inst 86, 330-331 (1994)). 

Das Ziel der vorliegenden Erfindung war es deshalb, einen 
Tumorirapfstoff bereitzustellen, der es gestattet, sowohl 
Tumorzellen als auch tumorassoziierte Antigene oder anti- 

15 gene Teilstrukturen fiir eine wirksame Abwehrreaktion ge- 
gen native Tumorzellen einzusetzen. Die Aufgabe der Er- 
findung bestand dabei darin, die Inmunogenitat von als 
Impfstoff verwendeten Tumorzellen, tumorassoziierten An- 
tigenen Oder antigenen Teilstrukturen durch gentechnische 

20 Modifizierung der Tumorzellen beziehungsweise durch bio- 
chemische Modifizierung von tumorassoziierten Antigenen 
Oder antigenen Teilstrukturen wirksam zu verstSrken und 
dabei insbesondere die durch T-Lymphozyten vermittelte 
Iimunit^t zu stimulieren. 

25 

Uberraschend konnte diese Aufgabe durch gentechnische Mo- 
difizierung von Tumorzellen, die erf indungsgemas zusStz- 
lich das Gen eines exogenen Hitzeschockproteins enthalten 
Oder durch Bindung von tumorassoziierten Antigenen oder 
30 antigenen Teilstrukturen an ein exogenes Hitzeschockpro- 
tein gelfist werden. 

Der erfindungsgemaBe Tumorimpf stof f enthalt Tumorzellen, 
die das Gen eines exogenen Hitzeschockproteins enthalten 
35 beziehungsweise tumorassoziierte Antigene oder antigene 
Teilstrukturen, die an ein exogenes Hitzeschockprotein 
gebunden sind. 
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Bevorzugt wird ein mikrobielles Hitzeschockprotein bezie- 
hungsweise sein Gen verwendet. Besonders bevorzugt sind 
das Gen von Hitzeschockproteinen beziehungsweise Hitze- 
schockproteine aus Mycobakterien, Escherichia coli und 
5 aus Chlamydia trachomatis, insbesondere sind es die Hit- 
zeschockproteine HSP65 und HSP70 aus Mycobakterien, HSP70 
aus Escherichia coli (DnaK) sowie HSP60 und HSP70 aus 
Chlamydia trachomatis. 

10 Zur Herstellung des Tumorimpfstof f es eignen sich autologe 
Tumorzellen, die mit Hilfe mechanischer oder enzymati- 
scher Methoden aus chirurgisch entferntem Tumorgewebe 
isoliert werden. Tumorzellinien, die von allogenen Tumo- 
ren gleicher Histologie stammen, konnen ebenfalls verwen- 

15 det werden, ein Beispiel dafiir sind Zellen einer Colon- 
karzinomlinie, wie z.B. die Linien LS174T oder LOVO. Der 
Impfstoff wird postoperativ verabfolgt, vor der Applika- 
tion werden die Turoorzellen durch radioaktive Bestrahlung 
devitalisiert. 

20 Infolge der Bereitstellung dieses erf indungsgemSBen Tumo- 
rimpfstoffes durch Einschleusen des Gens eines exogenen 
Hitzeschockproteins und dessen Expression werden die Tu- 
morzellen nachhaltig verfremdet und damit starker immuno- 
gen. Das Gen des Hitzeschockproteins wird z.B. in den 

25 Vektor pcDNA3 (Invitrogen Corp.) insertiert. Die Ein- 
schleusung und Expression des Gens eines Hitzeschockpro- 
teins erfolgt nach an sich bekannten Methoden, wie z.B. 
durch Transfektion mit dem liposomalen Reagenz DOTAP 
(Boehringer Mannheim GmbH) nach Feigner et al. Proc Natl 

30 Acad Sci USA 84 (1987), 7413-7417, Li et al. Biochemica, 
30-31 (1995). 

Danach konnen Tumorimpfstof fe fur die Behandlung von Pa- 
tienten mit Karzinom, Sarkom, malignem Melanom, Leukamie 
Oder malignem Lymphom hergestellt werden. 

35 

GemaB der Erf indung werden auch biochemisch isolierte tu- 
morassoziierte Antigene und synthetisch hergestellte an- 
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tigene Teilstrukturen verwendet. Ein tumorassoziiertes 
Antigen ist beispielsweise das Carcinoembryonale Antigen. 
Als synthetisch hergestellte antigene Teilstrukturen wer- 
den gemaB der Erfindung synthetisch hergestellte Mucin- 
5 peptide, insbesondere Monomere und Oligoraere der Mucin- 
peptide MUCl und MUC2 eingesetzt. 

Der Turaorimpfstof f wird nach an sich ublichen Methoden 
unter sterilen Kautelen hergestellt, in dem das Hitze- 
10 schockprotein cheiaisch an die tumor assoziierten Antigene 
Oder antigenen Teilstrukturen gebunden wird. 

Mit dem erf indungsgemasen Tumorimpf stof f wird eine neuar- 
tige Strategic verfolgt. Durch die gentechnische Modifi- 

15 zierung von Tumorzellen mit dem Gen eines Hitzeschockpro- 
teins beziehungseise durch die Bindung an ein exogenes 
Hitzeschockprotein wird iiberraschend die Immunogenitat 
von Tumorzellen und von turoorassoziierten Antigenen Oder 
antigenen Teilstrukturen wirksam verstarkt, d.h. es wird 

20 dadurch erstmalig moglich, auch tumorassoziierte Antigene 
Oder antigene Teilstrukturen gezielt einzusetzen und da- 
durch die durch T-Lymphozyten vermittelte Immunitat zu 
stimulieren. 

25 Die erf indungsgemasen Tumorimpf stof fe werden fur die Be- 
handlung von Patienten mit Karzinom, Sarkom oder malignem 
Melanom verwendet und vorzugsweise postoperativ verab- 
folgt. 



wo 97/26910 



6 



PCT/DE97/00172 



PatentansprQche 

1. Turaorimpf stof f fiir die Immuntherapie von Tumoren ent- 
haltend Tumorzellen, tumorassoziierte Antigene oder 

5 antigene Teilstrukturen, wobei die Tumorzellen das 

Gen eines exogenen Hitzschockproteins enthalten, und 
die tumorassoziierten Antigene oder antigenen Teil- 
strukturen an ein exogenes Hitzeschockprotein gebun- 
den sind* 

10 

2. Tumorimpf stof f nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

als Tumorzellen devitalisierte autologe oder allogene 
Tuinorzellen eingesetzt werden. 

15 

3. Tumorimpf stof f nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

die tumorassoziierten Antigene oder antigenen Teil- 
strukturen biochemisch isoliert oder synthetisch her- 
20 gestellt werden. 

4. Tumorimpf stof f nach einem der Ansprilche 1 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

als tumorassoziierte Antigene oder antigene Teil- 
25 strukturen synthetisch hergestellte Mucinpeptide ver- 

wendet werden. 

5. Tumorimpf stof f nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

30 synthetisch hergestellte Monomere oder Oligomere der 

Mucinpeptide MUCl und MUC2 verwendet werden. 

6. Tumorimpf stof f nach einem der Anspriiche 1 Oder 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

35 als tumorassoziiertes Antigen oder antigene Teil- 

strukturen Carcinoembryonales Antigen oder antigene 
Teilstrukturen des Carcinoembryonalen Antigens ver- 
wendet werden. 
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7. Tumorirapfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

das exogene Hitzeschockprotein ein mikrobielles Hit- 
5 zeschockprotein ist. 

8. Tumorimpfstoff nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP65 aus Mycobak- 
10 terien ist. 

9. Tumorimpfstof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Mycobak- 
15 terien ist. 

10. Tumorimpfstof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Escheri- 
20 chia coli (DnaK) ist. 

11. Tumorimpfstof f nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

dais Hitzeschockprotein das Protein HSP60 aus Chlamy- 
25 dia trachomatis ist, 

12. Tumor impfs toff nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

das Hitzeschockprotein das Protein HSP70 aus Chlamy- 
30 dia trachomatis ist. 

13. Verwendung eines Tumorimpfstof fes nach einem der An- 
sprilche 1 bis 12 zur Behandlung von Patienten mit 
Karzinom, Sarkom, malignem Melanom, Leukamie oder ma- 

35 lignem Lymphom. 
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14* Verfahren zur Herstellung eines Tuinorimpf stof f es nach 
einem der Anspriiche 1 , 2 und 7 bis 12 , 
dadurch gekennzeichnet , daB 

man in Tumorzellen die cDNA des Gens eines Hitze- 
5 schockproteins einschleust und dort zur Expression 

bringt. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Tuiaoriinpf stof fs fur 
die Immuntherapie nach den Anspruchen 1 und 3 bis 12, 
10 dadurch gekennzeichnet , daB 

das Hitzschockprotein an die tumorassoziierten Anti- 
gene Oder antigenen Teilstrukturen gebunden wird- 



